
柚皮苷对糖尿病心肌病大鼠心肌超微结构和

缺氧诱导因子１α的影响
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　　【摘要】　目的：观察柚皮苷对糖尿病心肌病大鼠心肌超微结构及缺氧诱导因子１α

（ＨＩＦ１α）表达的影响，探讨柚皮苷防治糖尿病心肌病的作用机制。　方法：将５０只雄性

Ｗｉｓｔｅｒ大鼠随机分为空白对照组（ＮＣ）、模型对照组（ＤＣ）和柚皮苷组（ＮＡ）。ＤＣ组和

ＮＡ组采用高糖高脂饲料喂养，并且在喂养６周后予链脲佐菌素腹腔注射行糖尿病心肌

病造模。ＮＡ组给予柚皮苷灌胃，ＮＣ组ＤＣ组予生理盐水灌胃。各组每２周断尾采血，

检测血糖、血脂、肌钙蛋白、Ｂ型利钠肽等指标。１２周后将各组动物经心脏取血后处死，

取心脏测定心重指数。制作标本用电镜观察心肌细胞超微结构，采用免疫组织化学方法

检测心肌组织ＨＩＦ１α表达情况。　结果：柚皮苷有较弱的降糖作用，能有效降低糖尿病

心肌病大鼠总胆固醇（ＴＣ）、低密度脂蛋白胆固醇（ＬＤＬＣ）及心重指数，并明显减轻心肌

病变，增加心肌 ＨＩＦ１α表达。　结论：柚皮苷可改善糖尿病心肌病糖、脂代谢，减轻心肌

超微结构病变，对心肌具有保护作用，可能与其增加心肌 ＨＩＦ１α表达有关。
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　 　 糖 尿 病 心 肌 病 （ｄｉａｂｅｔｉｃｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ， ＤＣＭ）由Ｈａｍｂｙ等
［１］于１９７４年首次提出，是最为

常见和严重的糖尿病慢性并发症之一，已经成为严

重威胁人类健康的世界性公共卫生问题。ＤＣＭ 的

发病机制未完全明了，研究显示主要与代谢障碍、

组织结构异常、心肌功能变化和自主神经功能紊乱
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等有 关。缺 氧 诱 导 因 子１α（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅ

ｆａｃｔｏｒ１α，ＨＩＦ１α）是一种重要转录调节因子，可诱

导葡萄糖转运体蛋白１和葡萄糖转运体蛋白４、血

管内皮细胞生长因子、促红细胞生成素及一氧化氮

合酶等靶基因的转录，从而改善缺血组织能量代谢

和组织的损伤［２］。近年研究证实，ＨＩＦ１α在ＤＣＭ

的发生和发展中起关键作用。柚皮苷（Ｎａｒｉｎｇｉｎ）又

称柚甙、柑橘甙、异橙皮甙，是一种双氢黄酮类化合

物，为现代生物技术提取而成的淡黄色天然色素，

主要存在于芸香科 （Ｒｕｔａｃｅａｅ）柑橘属 （Ｃｉｔｒｕｓ）植

物柚（ｃｉｔｒｕｓｇｒａｎｄｉｓ）、葡萄柚（ｃｉｔｒｕｓｐａｒａｄｅｓｉ）和酸

橙（ｃｉｔｒｕｓａｕｒａｎｔｉｕｍ）及其变种的果皮及果实中。

药理学研究证实，柚皮苷具有明显的糖脂代谢调

节、抗炎、抗氧化应激、改善微循环和心肌保护等作

用［３４］，但柚皮苷对ＤＣＭ心肌组织超微结构的研究

尚未见报道。本实验研究柚皮苷对ＤＣＭ 心肌组织

超微结构及 ＨＩＦ１α表达的影响，探索柚皮苷对

ＤＣＭ的治疗机制。

１　材料与方法

１．１　实验材料

主要药物与试剂柚皮苷粉末（广东省梅雁蓝藻公

司，纯度９８％），链尿佐菌素（美国ＳＩＧＭＡ公司），低

密度脂蛋白胆固醇（ＬＤＬＣ）试剂盒、高密度脂蛋白胆

固醇（ＨＤＬＣ）试剂盒及总胆固醇（ＴＣ）试剂盒（北京

北化康东临床试剂有限公司），游离脂肪酸测定试剂

盒（北京普利莱基因技术有限公司，编号Ｅ１０００），血

糖试纸（强生医疗器材有限公司，编号３０５４９０７）。免

疫荧光定量测试剂 ｍｅｔｅｒｐｌｕｓｃｃＴｎｉ测试条、ｍｅｔｅｒ

ｐｌｕｓＢＮＰ测试条（美国博适），ＨＩＦｌα单克隆抗体试

剂盒（北京博奥森生物技术有限公司）。

主要仪器：血糖测试仪（美国强生），组织切片机

ＬｅｉｃａＲＭ２２３５（德国ＬＥＩＣＡ），双目生物显微镜Ｎｉｋｏｎ

ＹＳ１００（日本ＮＩＫＯＮ），ＯＬＹＭＰＵＳＢＸ５０Ｆ４偏光显微

镜、全自动显微照相系统，Ｔｒｉａｇｅ○
Ｒ免疫荧光定量检测

仪（美国博适），透射电镜（日本日立Ｈ６００）。

１．２　实验动物

健康雄性 Ｗｉｓｔｅｒ大鼠３６只，体重（１５０±１８０）ｇ，

ＳＰＦ级，合格评号ＳＣＸＫ粤２００６００１５，由南方医科大

学实验动物中心提供。饲养于广东医学院动物实验

室，饲养条件为恒温（２４±２）℃，相对湿度５０％～

７０％，饲养环境符合实验动物环境设施要求。

１．３　分组与模型制备

Ｗｉｓｔｅｒ大鼠随机分为空白对照组（ＮＣ）、模型

对照组（ＤＣ）和柚皮苷组（ＮＡ）。大鼠ＤＣＭ 模型的

制备：高糖高脂饲料（２０％蔗糖、１０％猪油、２．５％胆

固醇和６７．５％基础饲料）喂养６周，于第６周一次

性给予小剂量链脲佐菌素３０ｍｇ／ｋｇ（临用前用０．１

ｍｏｌ／Ｌ枸橼酸缓冲液溶解，ｐＨ 值４．２）腹腔注射，

ＮＣ组同时采用柠檬酸缓冲液腹腔注射，腹腔注射

后７２ｈ后取血。测空腹血糖＞１１．１ｍｍｏｌ／Ｌ则认

为造模成功。造模成功后，按大鼠的体表面积与成

人剂量之间的换算关系计算给药量，ＮＡ组每次给

予柚皮苷１００ｍｇ／ｋｇ灌胃，ＤＣ组及 ＮＣ组以等量

生理盐水灌胃。

１．４　方法

Ｗｉｓｔｅｒ大鼠每２周断尾采血，以葡萄糖氧化酶

法检测血糖，分离血清，用全自动生化分析仪测定

三酰甘油（ＴＧ）、总胆固醇（ＴＣ）、ＬＤＬＣ及 ＨＤＬＣ。

在实验结束时，于末次给药后禁食１２ｈ，大鼠

经腹主动脉取血，取完的血样以３５００转／分，４℃离

心１０ｍｉｎ，取上清液分装备用。取血后处死大鼠，

迅速取出心脏，剪除包膜、血管，４℃生理盐水洗净

血污，滤纸吸干后称重，按心重比体重计算心重指

数（ｇ／ｇ）。

光镜心肌组织标本制备：取心尖部右侧左室前

壁小块心肌福尔马林固定后，常规脱水，石蜡切片。

Ｈａｒｒｉｓ苏木素染色，伊红染色，乙醇脱水，透明，再

经胶封等处理制成心肌组织光镜切片。用ＮＩＫＯＮ

Ｅ６００光学显微镜进行观察并拍照。

透射电镜心肌组织切片制备：取左室前壁小块

心肌切成１ｍｍ３大小组织块，先后用３％戊二醛及

１％锇酸固定，逐级乙醇、丙酮脱水，环氧树脂包埋

切成半薄切片，ＨＥ染色后再切成４０～６０ｎｍ的超

薄切片，铀铅双染，透射电镜观察并拍照。

心肌组织 ＨＩＦ１α表达：取左室前壁心肌福尔

马林固定后，常规脱水，石蜡切片。免疫组化二步

法染色，以ＰＢＳ代替一抗为阴性对照。心肌细胞内

出现棕黄色物质为阳性表达，经标准灰度校正后，

每个标本切片随机选取５个高倍视野，检测心肌组

织ＨＩＦ１α的表达，经图像分析仪分析，计算其平均

光密度值（ＡＯＤ）。免疫反应越强，ＡＯＤ越大，则表

示ＨＩＦ１α阳性表达越多。

１．５　统计学分析

应用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计学分析，组间比

较用狋检验，多组样本均数间比较采用方差分析，以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。
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２　结果

２．１　柚皮苷对ＤＣＭ 模型大鼠血糖、体重、心重的

影响

与ＮＣ组相比较，ＤＣ组大鼠体重明显减轻、心

重指数增加（犘＜０．０５）。与ＤＣ组比较，ＮＡ组大鼠

血糖有所下降，但仍保持较高血糖水平，体重减少

程度较轻，心重指数也减小，组间差异有统计学意

义（见表１）。

２．２　柚皮苷对ＤＣＭ模型大鼠血脂的影响

ＤＣ组大鼠ＴＣ、ＬＤＬＣ和ＴＧ显著高于ＮＣ组

（犘＜０．０１）；ＮＡ组ＴＣ、ＬＤＬＣ和ＴＧ均较ＤＣ组大

鼠不同程度降低 （犘＜０．０５），而 ＨＤＬＣ水平无明

显变化（见表２）。

表１　各组大鼠血糖、体重、心重、心重指数的比较

组别 狀 血糖（ｍｍｏｌ／Ｌ） 体重（ｇ） 心重（ｇ） 心重指数（ｇ／ｇ）

ＮＣ １２ ５．６５±０．６８ １８３．２６±１３．８６ ０．５１±０．１０ ０．００２８２±０．０００２５

ＤＣ １０ １９．７４±５．４５（１） １６３．４５±１０．６７（１） ０．５６±０．１３（１） ０．００３４２±０．０００３１（１）

ＮＡ １１ １３．７６±２．５４（１）（２） １７０．２６±１０．８６（１）（２） ０．５４±０．０８（１） ０．００３２１±０．０００２０（２）

　　注：与ＮＣ组比较，
（１）犘＜０．０５；与ＤＣ组比较，

（２）犘＜０．０５

表２　各组大鼠血脂的比较 （ｍｍｏｌ／Ｌ）

组别 狀 ＴＣ ＬＤＬＣ ＨＤＬＣ ＴＧ

ＮＣ １２ ０．４６±０．１６ ０．１６±０．０２ ０．５６±０．０６ １．１７±０．１５

ＤＣ １０ １．２６±０．４３（１） ０．２８±０．１０（１） ０．３８±０．０５（１） １．５２±０．１１

ＮＡ １１ ０．７５±０．２５（２） ０．２１±０．０４（２） ０．４１±０．１４ １．２３±０．１３（２）

　　注：与ＮＣ组比较，
（１）犘＜０．０５；与ＤＣ组比较，

（２）犘＜０．０５

２．３　柚皮苷对 ＤＣＭ 模型大鼠心肌超微结构的

影响

电镜下观察 ＮＣ组心肌纤维排列规则，心肌

纤维间由闰盘相连接，闰盘清晰、连续，结构完

整。胞浆充满大量纵向平行排列的肌原纤维束，

Ｉ带、Ａ带、Ｈ 带与Ｚ线、Ｍ 线均明显易辨形成明

暗相间的肌节结构。肌丝间可见成行的线粒体，

其峭密集，基质密度适中，少量糖原颗粒散在分

布于线粒体旁及肌丝间，基质网结构正常（见图

１ＮＣ组）。

ＤＣ组心肌纤维走行紊乱，闰盘扭曲模糊断裂，

有处融合形成高电子密度斑块，肌节各带结构欠清

晰，Ｉ带、Ａ带、Ｈ带与Ｚ线、Ｍ 线模糊不清。心肌

肌浆网扩张，胞浆中肌原纤维减少，走向紊乱。线

粒体减少，有局灶性增生且明显肿胀，部分线粒体

嵴断裂消失、膜破损。细胞核核膜不完整并呈节段

性溶解消失病变，糖原颗粒明显减少。间质胶原纤

维增生，间质血管内皮变薄，吞饮泡明显减少（见图

１ＤＣ组）。

ＮＡ组心肌纤维排列尚规则，闰盘结构及细胞

核较ＤＣ组好。胞浆中肌原纤维束走向基本有序，

线粒体形态大致正常，个别有畸形与肿胀变性，间

质血管内皮改变轻微（见图１ＮＡ组）。

２．４　柚皮苷对ＤＣＭ模型大鼠心肌组织 ＨＩＦ１α的

影响

应用图象分析系统发现，ＮＣ组基本没有表达

ＨＩＦ１α，ＤＣ组及 ＮＡ 组 ＨＩＦ１α表达均增多，且

ＮＡ组增多更明显（犘＜０．０５，见图２）。

３　讨论

ＤＣＭ是一种特异性心肌病，左心室重构、舒张

期和（或）收缩期功能障碍是其主要表现［５］。ＤＣＭ

的主要病理改变为心肌细胞肥大、凋亡、心肌纤维

化和心肌微小血管广泛内膜病变［６］，导致心肌顺应

性降低。ＤＣＭ 心肌病理改变主要与高糖引起的

糖、脂代谢紊乱有关。高血糖作为独立危险因素，

直接引起心肌损害，导致ＤＣＭ
［７］。

本研究发现，给予柚皮苷干预后，ＤＣＭ 大鼠心

肌结构改变明显减轻，有氧代谢明显改善，表明柚

皮苷能有效改善ＤＣＭ 大鼠心肌病变。ＤＣＭ 组大

鼠心肌组织 ＨＩＦ１α表达明显较正常组大鼠增多，

与文献报道一致［８］。柚皮苷干预后，ＤＣＭ大鼠心肌

组织 ＨＩＦ１α增加。ＨＩＦ１α可通过调控葡萄糖转

运因子１（ＧＬＵＴ１）、葡萄糖转运因子４（ＧＬＵＴ４）、

己糖激酶（ＨＫ）等调节糖代谢的下游基因表达增加

及活性增强，从而改善ＤＣＭ 心肌能量代谢。ＨＩＦ

１α还可通过上调血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）等促
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图１　各组大鼠心肌透射电镜比较

图２　大鼠心肌组织 ＨＩＦ１α表达光镜照片（×２００）

进血管生成基因，增加心肌毛细血管密度，使机体

的代谢适应缺氧的环境，从而改善ＤＣＭ 心肌病变。

我们在猪心肌梗死模型实验中证实，ＨＩＦ１α诱导的

ＶＥＧＦ可明显促进猪梗死心肌的血管新生，改善心
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肌缺血缺氧，减少心衰的发生［９］。糖尿病患者 ＨＩＦ

１α上调ＶＥＧＦ的作用被削弱
［１０］，其机制尚未清楚。

Ｔｈａｎｇａｒａｊａｈ等
［１１］证实，糖尿病患者的成纤维细胞

中，ＨＩＦ１α与其激活因子ｐ３００的结合能力减弱，

导致其上调 ＶＥＧＦ的作用削弱有关。ＨＩＦ１α在

ＤＣＭ发病机制中有重要作用，多项对 ＨＩＦ１α的靶

点治疗已在研究中。

本研究结果显示，柚皮苷对ＤＣＭ 大鼠心肌超

微结构病变有明显改善作用，同时有降低ＤＣＭ 大

鼠血糖及血脂作用，减轻心肌损伤，保护心脏，与目

前国内外报道相一致。Ｊｕｎｇ等
［１２，１３］发现，柚皮苷处

理５周后，２型糖尿病大鼠血糖明显降低。Ｋｉｍ

等［１４］研究发现，柚皮苷能降低低密度脂蛋白受体基

因敲除大鼠血浆和肝脏中的ＴＣ。我们推测柚皮苷

的降糖作用可能是促进了葡萄糖的细胞内转运及

肝糖原的合成，同时抑制了糖异生。另外，还可能

通过抑制胆固醇的合成，促进胆固醇的排泄，抑制

胆固醇的转运，从而起到降脂的作用。

本研究证实了ＤＣＭ大鼠心肌超微结构的改变

与其功能的改变明显相关，柚皮苷有上调ＤＣＭ大鼠

心肌组织ＨＩＦ１α作用。柚皮苷可能通过调节糖脂代

谢、改善微循环等作用减轻了ＤＣＭ大鼠心肌病变，对

ＤＣＭ有重要的防治作用。
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ｌｅｖｅｌｓｉｎｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｉｃｍｉｃｅ［Ｊ］．ＩｎｔＪＢｉｏｃｈｅｍＣｅｌｌＢｉｏｌ，

２００６，３８（７）：１１３４１１４５．

［１４］　Ｋｉｍ ＨＪ，ＯｈＧＴ，ＰａｒｋＹＢ，ｅｔａｌ．Ｎａｒｉｎｇｉｎａｌｔｅｒｓｔｈｅ

ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓａｎｄａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｉｎ

ＬＤＬｒｅｃｅｐｔｏｒｋｎｏｃｋｏｕｔｍｉｃｅｕｎｄｅｒｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｆｅｄｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

［Ｊ］．ＬｉｆｅＳｃｉ，２００４，７４（１３）：１６２１１６３４．

（收稿：２０１１１０２０　修回：２０１２０１０４）

（本文编辑：丁媛媛）
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